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La presente invention est relative a des peptides 
derives de la proteine EphA2 et a leur utilisation en 
immunotherapie antitumorale . 

La vaccination ou immunotherapie peptidique est une 
5 approche therapeutique qui fait actuellement I'objet d'un 
grand int6ret dans le cadre de la prevention ou du traitement 
des cancers. Son principe repose sur 1' immunisation par des 
peptides reproduisant des Epitopes T d'antigenes tumoraux 
reconnus par les lymphocytes T cytotoxiques (CTL) , qui jouent 
10 un r61e majeur dans 1' elimination des cellules cancereuses 
exprimant ces antigenes a leur surface. 

On rappellera que les CTL ne reconnaissent pas les 
antigenes proteiques entiers, mais des fragments peptidiques 
de ceux-ci, presentes par les molecules du complexe majeur 
15 d'histocompatibilite (CMH) exprimees a la surface de 
differentes cellules. Ce sont ces fragments peptidiques qui 
constituent les epitopes T. 

La presentation de ces peptides resulte d'un 
processus complexe, d^nomme « appretement de I'antigene », qui 
20 implique 3 etapes principales : 

- la degradation cytosolique des antigenes par un 
complexe multienzymatique d§nomm6 proteasome ; 

- la translocation des peptides issus de cette 
degradation dans le reticulum endoplasmique (RE) par les 

25 transporteurs TAP ; 

- 1' association de ces peptides avec le CMH pour 
former des complexes stables peptide/CMH, qui seront export^s a 
la surface cellulaire. 

La presentation des epitopes T a la surface 
30 cellulaire depend notamment de la stabilite de la proteine 
antigenique dans le cytosol, des sites et de la frequence des 
coupures effectuees par le proteasome, de I'efficacite de la 
translocation dans le RE par les transporteurs TAP, et de la 
capacite des peptides a se fixer aux molecules du CMH et ^ 
35 former des complexes peptide/CMH stables. 

Les epitopes presentes par le complexe majeur 
d'histocompatibilite de classe I (CMH I) ont generalement 8 a 
11 acides amines, et sont reconnus par les cellules T CD8 + , 
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15 



20 



25 



30 



qui representent la composante majeure de la rfeponse 
cytotoxique. Les epitopes presentes par le complexe majeur 
d'histocompatibilite de classe II (CMH II) ont generalement 13 
•A 18 acides amines et sont reconnus par les cellules T CD4+. 

L' identification de ces Epitopes, et notairanent 
(compte tenu du role essentiel de la reponse CD8+ dans la 
cytotoxicite) de ceux presentes par le CMH I, constitue done 
une etape essentielle pour le developpement de compositions 
d'immunotherapie anti-tumorale. 

De nombreux antig^nes tumoraux capables d' induire 
une reponse CTL sont connus ^ I'heure actuellel Certains des 
Epitopes T de ces antig^nes ont ete identifies, et 
I'efficacite de vaccins ^ base de peptides reproduisant ces 
Epitopes T a et6 montr^e dans de nombreux cas. Cependant, 
I'expression de la majority de ces antig^nes est restreinte 
certains types histologiques de tumeurs, ce qui limite leur 
utilisation clinique. II est done souhaitable d' identifier 
d'autres antigenes tumoraux exprim^s par un grand nombre de" 
tumeurs d'origine variee, et qui soient en outre capables.' 
d' induire une reponse iramunitaire cytotoxique antitumorale. 

Le r^cepteur EphA2, pr6cedemment d^nomme ECK " 
(LINDBERG et HUNTER, Molec. Cell. Biol. 10, 6316-6324, 1990)," 
est un r^cepteur membranaire, possedant une activite tyrosine 
kinase. II comprend un domaine extracellulaire de 534 acides 
amines, un domaine transmembranaire de 24 acides amines, et un 
domaine cytoplasmique de 418 acides amines qui contient le 
domaine tyrosine kinase. Ce r^cepteur est surexprime dans 
plusieurs types de cancer tels que le cancer du colon, du 
sem, de la prostate, du poumon, de I'estomac, de I'cesophage 
axnsx que le m^lanome metastatique, mais n'est pas surexprime 
dans des lesions non canc^reuses de ces m§mes tissus 
(ROSENBERG et ai . Am. J. Physiol. 273, 824, 1997; ZELINSKI et 
al. Cancer Res. 61, 2301, 2001; NEMOTO et al. Pathobiology 65, 
195, 1997, EASTY et al. Int. J. Cancer 60, 129, 1995; WALKER 
DANIEL et al. Prostate 41, 275, 1999). II a et6 observe que la 
surexpression d'EphA2 etait liee a la transformation maligne 
et facilitait la progression metastatique des tumeurs. De 
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plus, EphA2 joue un r61e important dans la neovascularisation 
tumorale (OGAWA et al. Oncogene 19, 6043, 2000). 

Du fait de sa surexpression dans de nombreux types 
de tumeurs, et de son implication dans la transformation 
maligne et dans 1' angiogenese tumorale, il a ete propose 
d'utiliser EphA2 comme cible de traitement antitumoraux. 
Ainsi, la Demande PCT WO 01/121172 propose 1' utxlxsatxon 
d'anticorps diriges centre des epitopes B port^s par le 
domaine extracellulaire du r.cepteur EphA2 pour 
I'immunotherapie antitumorale passive. ^ 

Cependant, on ignorait jusqu'^ present si EphA2 
pouvait etre appr^t^ ef f icacexaent pour g^n^rer des epitopes T 
capables d'induire une reponse cytotoxique antxtumorale. A 
fortiori, aucun epitope T de cet antig^ne n'avaxt ete 

Les inventeurs ont maintenant identxfxe dans EphA2 
des peptides immunog^nes pr^sentes par le CMH I, et induisant 
des lymphocytes T cytotoxiques capables de lyser des cellules 

tumorales exprimant EphA2 . , . 

La presents invention a en consequence pour ob^et 
un peptide immunogene constituant un epitope T presente par le 
CMH I, caracteris6 en ce qu' il est constitue par un fragment 
de 8 a 11 acides amines cons6cutifs de I'antig^ne EphA2. 

Les inventeurs ont en particulier identifi§ deux 
peptides, denommes ci-apr^s p58 et p550, present6s par HLA- 

La sequence (code 1 lettre) de ces peptides est la 



A*0201. 
suivante 



p58 : IMNDMPIYM ; 
30 p550 : VLAGVGFFI. 

Ces peptides sont capables d'induire une reponse 
' CTL sp6cifique vis-a-vis de cellules HLA-A*0201 exprimant 
EphA2 lis induisent notamment une reponse cytotoxique vxs-a- 
de cellules tumorales HLA-A*0201 issues de tumeurs de 



vxs 



35 types varies. , . ^ ^ 

La presente invention a 6galement pour objet des 

compositions comprenant au moins un peptide immunogene 
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conforme a 1' invention, ou una molecule d'acide nucl6ique 
codant pour ledit peptide. 

II peut s'agir de compositions multiepitopiques, 
- capables de generer une r^ponse CTL polysp6cif ique, et qui 
5 dans ce but comprennent egalement un ou plusieurs autre (s) 
Epitope (s) inununogene (s) . . Ces autres epitopes peuvent §tre 
issus d'EphA2r ou d'un ou plusieurs autres antigenes- 

Ces compositions multiepitopiques conformes a 
1' invention peuvent comprendre, pour etre largement 

10 utilisables sur une population dont les individus portent des 
alleles HLA differents, des epitopes presentes par differentes 
molecules du CMH I- Elles peuvent egalement comprendre en 
outre au moins un epitope presente par une molecule du CMH II, 
et capable d'^induire une reponse T auxiliaire. 

15 Selon un mode de realisation prefere d' une 

composition conforme a 1' invention, elle comprend au moins un 
polypeptide chimerique comprenant une ou plusieurs copies d' un 
peptide immunog^ne conforme a 1*^ invention. Dans le cas d' une ■ 
composition multiepitopique, ledit polypeptide chim6rique^ 

20 comprend en outre une ou plusieurs copies d' au moins un autre' 
epitope immunogene. 

Un tel polypeptide chimerique peut Stre . f acilement' 
obtenu par des methodes connues en elles-mSraes, et notarament 
par les techniques classiques de I'ADN recombinant. 

25 La presente invention a egalement pour objet les 

molecules d'acide nucleique codant pour un peptide iiranunog^ne 
ou pour un polypeptide chimerique conforme a 1' invention. 

La presente invention a egalement pour objet 
1' utilisation d' un epitope peptidique immunogene, d'^une 

30 composition, ou d' une molecule d'^acide nucleique conforme a 
1' invention pour I'obtention d' un medicament, et notamment 
d^'un medicament destine a 1' immunotherapie antitumorale, et en 
particulier au traitement de tumeurs exprimant EphA2. 

Ceci englobe une grande vari6t6 de tumeurs, parmi 

35 lesquelles on citera notamment les tumeurs du colon, du sein, 
de la prostate, du poumon, de I'estomac, du rein, et de 
1 'cesophage. 
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Les peptides p58 et p550 soat notamment utilisables 
pour I'obtention de medicaments destines au traitement de 
patients HLA-A*0201. 

La presente invention englobe 6galement les 
5 medicaments comprenant, en tant que principe actif, au moins 
un peptide immunogene/ une composition, ou une molecule 
d'acide nucleique conforme ^ 1' invention. 

Selon un mode de realisation pr6f6r6 de la presente 
invention, lesdits medicaments sont des vaccins- 
10 Des medicaments conformes k 1' invention peuvent 

comprendre en outre les excipients usuels, ainsi que des 
adjuvants habituellement utilises en immunotherapie, et 
permettant par exemple de favoriser 1' administration du 
principe actif, de le stabiliser, d'augmenter son 
15 immunogenicite, etc. 

La presente invention sera mieux comprise a I'aide 
du complement de description qui va suivre, qui se refere a 
des exemples non-limitatif s illustrant 1' induction d' une 
reponse cytotoxique antitumorale par des peptides conformes ^ 
20 1* invention issus de I'antigene EphA2- 

EXEMPLE 1 : IDEl^TIFI CATION D' EPITOPES D'EPHA2 PRESENTES PAR lA 
MOLECULE HLA-A*0201. 

La sequence d'acides amines de la proteine EphA2 a 
ete analysee a 1' aide du logiciel BIMAS {PARKER et al,, J". 
25 Immunol. 152 ^ 163 1994) r afin d' identifier des peptides 
potentiellement capables de se lier a HLA--A*0201- Parmi les 
epitopes potent iels identifies, les deux peptides suivants : 
p58 : IMNDMPIYM ; 
p550 : VLAGVGFFI ; 
30 ont ete selectionnes - 

Les peptides correspondant k ces sequences ont ete 
synthetises par SYNTiEM (Nimes, France) . La purete (>85%) est 
controlee par chromatographie liquide a haut rendement en 
. phase inverse- Les peptides sont lyophilises, puis dissous 
35 dans du DMSO a 10 mg/mL et stockes a -80*'C. 

L*" immunogenicite de ces peptides a ete evaluee par 
la mesure de leur af finite pour HLA-A*0201. Celle~ci est 
definie par deux parametres : I'af finite relative (RA) qui 



reflate la capacite des peptides ^ se fixer a HLA-A*0201, et 
la Vitesse de dissociation des complexes HLA-A*0201/peptide 
(DC50). qui t^moigne de leur stability. Les peptides a affinity 
elevee (RA<5 et DC5o>2 hrs) , sont potentiellement iiranunogdnes, 
contrairement aux peptides k faible affinite {RA>5 et DC5o<2 
hrs) . 

Affinite relative : 

Des cellules T2 (FIRAT et al., Eur. J. Inonunol., 
29, 3112, 1999) (3x10^ cellules/mL ) humaines, qui sont 
deficientes en transporteurs TAP, sont incubees a SV-'C pendant 
16 heures avec diverses concentrations (100 piM, 10 fiM, 1 ^iM, 
0, 1 \M) de chaque peptide A tester dans du milieu RPMI 1640 
sans serum, supplements avec 100 ng/mL de p2-microglobuline 
humaine. Ensuite, elles sont lavees deux fois, et marquees 
avec I'anticorps monoclonal BB7 . 2 (PARHAM et a J . , Hum." 
Immunol., 3, 4, 277-299, 1981) qui est specifique de la 
molecule HLA-A*0201, puis avec un anticorps de ch^vre anti-Ig 
de souris, couple a 1 ' isothiocyanate de fluoresceine (FITC) . 

Les cellules sont ensuite analysees en cytometries 
de flux. Pour chaque concentration de peptide, la fluorescence, 
specifique de HLA-A*0201 est calcul6e en tant que pourcentage 
de la fluorescence obtenue avec 100 pM d'un peptide de 
reference (HIVpol 589 ; IVGAETFYV) . L' affinity relative (RA) 
est d^finie comme le rapport de la concentration de chaque 
peptide induisant 20% de la fluorescence obtenue avec 100 pM 
du peptide de reference, A la concentration du peptide de 
reference induisant 20% de la fluorescence obtenue avec 100 \iM 
dudit peptide de reference. Plus 1' affinite relative est 
faible, et plus forteraent le peptide se lie a HLA-A*0201. La 
RA moyenne pour chaque peptide est d6termin6e k partir d' au 
moins trois experiences- independantes . Dans toutes les 
experiences, 20% de la fluorescence maximale ont ete obtenus 
pour 1 ^ 3 du peptide de reference. 
Stabilite : 

Des cellules T2 (lOVmL ) sont incubees pendant une 
nuit & 37 "C avec 100 pM de chaque peptide ^ tester dans du 
milieu RPMI 1640 sans serum, supplements avec 100 ng/mL de p2- 
microglobuline humaine. Ensuite, elles sont lavees A quatre 
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reprises pour eliminer les peptides libres, incubees avec du 
BREFELDIN A (SIGMA ; 10 yag/mL ) pendant une heure pour 
prevenir 1' expression a leur surface des molecules HLA-A*0201 
nouvellement synth^tisees, lav6es et incubees i 37 °C pendant 
0, 2, 4, 6 ou 8 heures en presence de BREFELDIN A (0,5 pg/mL) . 
Pour' chaque temps d' incubation, les cellules sont ensuite 
marquees, comme indique ci-dessus, avec I'anticorps BB7.2, et 
analysees en cytometrie de flux pour evaluer la quantity de 
complexe peptide/HLA-A*0201 present k leur surface. Cette 
quantite est evalu^e par la formule : (fluorescence moyenne 
des cellules T2 preincubees avec le peptide - fluorescence 
moyenne des cellules T2 trait^es dans des conditions 
similaires en 1' absence de peptide). Le DC50 (complexe de 
dissociation : DC) est defini comme 6tant le temps (en heures) 
requis pour la perte de 50% des complexes HLA-A* 02 01 /peptide 

stabilises ^ t=0. 

Les resultats de ces experimentations sont 



presentes dans 


le Tableau I ci-apres. 

Tableau 1 






Peptide 


sequence 


RA 


DCso 


p58 
p650 


IMNDMPIYM 
VLAGVGFFI 


1 
1 


4 
4-6 



poss^dent une affinity de liaison importante (RA - 1) et 
forment des complexes stables (DC5o= 4h et 4 4 6 h 
respect ivement) . 

EXEMPLE 2 : IMMDNOGENICITE DES PEPTIDES P58 ET P550 : 
Induction de CTL specifiepies par vaccin ation avec les peptides 

L' iramunog6nicit6 des peptides p58 et p550 a ete 
evalu^e par g6n6ration de CTL sur des souris transgfeniques HHD 
(PASCOLO et al., J. Exp. Med., 185, 2043, 1997). Ces souris 
sont p2m-/-,D'*-/- et expriment une monochaine HLA-A*0201 
composee des domaines al et a2 de HLA-A*0201 et des domaines 
a3 et intracellulaire de D^ reliee par son extremity N- 
terminale a I'extremite C-terminale de la p2-microglobuline 
humaine par un peptide de 15 acides amines. 

Les souris HHD re?oivent une injection sous-cutan§e 
^ la base de la queue avec 100 \ig de chaque peptide k tester 
emulsifie dans de 1' adjuvant incomplet de Freund, en presence 
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de 140 lag d' un Epitope auxiliaire T derive de I'antigene 
« core » de HBV (128-140, sequence TPPAYRPPNAPIL) . 

Apres 11 jours, des cellules spleniques prelevees 
• sur les souris {5>«10^ cellules dans 10 raL ) sont stimulees in 
5 vitro avec le peptide a tester (10 jaM) . Au 6eme jour de 
culture, les populations qui repondent sont testees pour 
determiner une cytotoxicite specif ique. Les cellules qui 
repondent sont restiraulees in vitro a des intervalles d'une 
semaine avec 2x10^ cellules spleniques HHD irradiees 
10 (3000 rads) et 1 a 0,1 pM de peptide en presence de 50 UI/mL 
d'IL2 recombinante (PROLEOKIN, CHIRON CORP). 

Des essais de cytotoxicite sont effectu6s 6 jours 
apr§s la derniere stimulation, 

Des cellules RMAS-HHD sont utilisees comme cibles 
15 pour etudier la cytotoxicity. Ces cellules sont obtenues par 
transfection de cellules RMAS murines avec la construction HHD 
comme decrit par PASCOLO et al, (J- Exp. Med., 185, 2043, 
1997). 

Ces cellules-cibles sont marquees avec 100 pCi d^ 

20 ^^Cr pendant 90 minutes, puis lavees trois fois et etal6es dans^ 
des plaques de 96 puits a fond rond (3x10*' cellules/puits dans 
100 ]il de RPMI 1640 + 3% de serum de veau fcetal) • . Elles sont 
chargees avec 1 |aM du peptide a tester, ou d'un peptide temoin 
non-pertinent, a 37 °C pendant 90 minutes. 

25 Ensuite, 100 ]il des cellules effectrices (rapport 

cellules ef f ectrices/cellules cible = 40/1) sont ajoutes dans 
les puits et les plaques sont incubees a 37 ^'C pendant 
4 heures- Apres incubation, 100 pi de surnageant sont 
collectes et la radioactivite est mesuree dans un compteur y- 

30 Le pourcentage de lyse sp^cifique est calculi par 

la formule : [(liberation de ^^Cr exp^rimentale-liberation de 
^^Cr spontanee) / (liberation de ^^Cr maximale-lib6ration de . ^^Cr 
spontan^e) ] x 100. Dans toutes les experiences, la liberation 
spontanee est inferieure a 20% de la liberation maximale 

35 induite par HCl 3N. 

Les r6sultats de ces experimentations sont 
illustres par la Figure lA. 
□ : peptide non-pertinent ; 
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H : peptide EphA2 . 

Ces resultats montrent que 1' immunisation par le 
peptide p58 ou p550 gen^re des CTL qui tuent les cibles RMAS- 
HHD chargees avec ce m§me peptide, raais pas les cellules 
5 chargees avec le peptide non-pertinent- 

Des lignees de CTL, respect ivement denommees mCTL58 
et mCTL550 ont ete etablies, a partir des cellules spleniques 
de souris HDD immunisees avec le peptide p58 ou p550, par 
stimulation repetees in vitro avec des concentrations 
10 decroissantes (10 (iM-l \xM) du meme peptide. 

L' avidite de ces lignees pour leur peptide 
inducteur a ete determinee en mesurant, comme decrit ci- 
dessus, leur cytotoxicite vis-a-vis de cellules cibles RMAS- 
HHD chargees avec des concentrations croissantes (1 pM a 10 pM) 
15 du peptide concerne. 

Les resultats sont illustres par la Figure 1 B. 

Ces resultats montrent que les deux lign6es mCTL58 
et mCTL550 possedent une avidity relativement elevee ; on 
obtient 50% de la lyse maximale pour des concentrations de 
20 peptide de 10'^ M dans le cas de mCTL58, et de 2 x 10"® M dans 
le cas de mCTL550 

EXEMPIiE 3 : RECONNAISSiWfilCE DES EPITOPES APPKETES NATURELLEMENT 
DE Ii'3\NTIGENE EPHA2 PAR DES CTL INDUITES PAR LES PEPTIDES P58 
OU P550 

25 Pour tester si les peptides p58 et p550 

constituaient des Epitopes appretes naturellement de 
l^'antig^ne EphA2, la reponse des cellules des lignees mCTL58 
et mCTL550 a des cellules exprimant cet antigene a ete evaluee 
de deux mani^res diff^rentes. 

30 1) Stimulation par des cellules COS-7 transfectees exprimant 
EphA2 , 

Les cellules des lignees mCTL58 et mCTL550, sont 
stimulees avec des cellules COS-7 de singe co-transf ectees 
avec la construction HHD (PASCOLO et ai . precit6) et un 
35 plasmide contenant I'ADNc de EphA2 . A titre de temoins 
negatifs on utilise des cellules COS-7 transfectees soit avec 
la construction BHD seule,r soit avec le plasmide contenant 
I'ADNc de EphA2 seul. 
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La stimulation des CTL est evaluee par mesure de 
leur secretion de TNF-a, A titre de temoin positif, on utilise 
les cellules COS-7 transfectees avec la construction HHD et 
• chargees avec le peptide p58 ou p550. 
5 4 jours aprds la transf ection, les cellules COS-7 

sont mises en contact avec les cellules mCTL58 et mCTL550 a 
raison de 5x10^^ CTL pour 3x10^* cellules COS-7 dans du RPMI 1640 
en presence de 10% SVF. 

Apres 6 heures d' incubation, le surnageant est 
10 preleve (50 j-iL) , et mis en contact avec des cellules de 
fibrosarcoma de souris WEHI164 clone 13 (3x10'' par puits) qui 
se caracterisent par une forte sensibi.lite ^ I'^apoptose 
induite par le TNF-a. Afin de quantifier la teneur en TNF des 
surnageant s de culture, une gamme etalon de TNF-a 
15 (concentrations de 0 a 10^^ pg/mL) est utilisee en parallele.. 
Apr^s 16 heures d' incubation a 37°C, la viability des cellules 
WEHI-164 clone 13 est determin^e par un test colorimetrique au 
MTT (SIGMA) (ESPEVIK et NISSEN MEYER, J. Immunol* Methods.,;; 
95, 99, 1986) . 

20 Les resultats sont illustres par la Figure 2. 

EphA2 : cellules COS-7 transfectees par I'ADNc d' EphA2 seul ; 
HHD : cellules COS-7 transfectees par la construction HHP 
seule ; 

HHD + peptide : cellules COS-7 transfectees avec la 
25 construction HHD et chargees avec le peptide p58 ou p550 ; 

HHD+ EphA2 : cellules C0S~7 transfectees avec la construction 
HHD et I'^ADNc d'EphA2. 

Ces resultats montrent que les lignees mCTL58 et 
mCTL550 repondent a la stimulation par les cellules COS co- 
30 exprimant HHD et EphA2 . 

En revanche, on n' observe aucune reponse aux 
cellules COS transfectees separ^ment par la construction HHD 
ou par I'ADNc d' EphA2 . 

2) Stimulation par des cellules txmorales humaines HLA-A*0201 
3 5 exprimant EphA2 . 

Les lignees tumorales HLA-A*0201 suivantes ont 6te 
utilis6es : SAOS (sarcome), 1355 (cancer du poumon) , Cacp-2 
(cancer du colon), HIEG (carcinome r6nal) , LNCaP (cancer de la 
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prostate). La lignee .DUL4^5. (cancer de la prostate) n'exprimant 
pas HLA-A*0201 a §galement ete utilises ^ titre de t'^mbih 
negatif . 

Parmi ces lignees, DU145 et Caco-2 sont connues 
comme exprimant EphA2, et LNCaP conime n'exprimant pas EphA2 . 

L' expression d'EphA2 dans les autres lign§es 
tumorales a 6te evaluee par transfert de Western. Le niveau 
d' expression EphA2 dans 1' ensemble des lignees utilis6es est 
r^sumS dans le Tableau II ci-dessous. 



Tableau 1! 



Lignee ceilulaire 


Expression HLA-A*0201 


Expression EphA2 


SAOS 


+ 


+ 


1355 


+ 


+ 


Caco-2 


+ 


+ 


HIEG 


+ 


+ 


LNCaP 


+ 




DU145 







+ : forte expression 
- : pas d'expression. 



Les lignfees mCTL58 et mCTLSSO ont ete stimulees par 
les lignees tumorales SAOS, 1355, Caco-2, HIEG, LNCaP, et 
DU145 mentionnees ci-dessus. La stimulation est evaluee par 
detection de la secretion de TNF-a, comme decrit ci-dessus, 

Les r§sultats sont illustres par les Figures 3A et 

SB. 

La figure 3A montre que les cellules mCTL58 et 
mCTLSSO repondent a la stimulation par les cellules Caco-2, 
qui expriment HLA-A*0201 et EphA2, mais ne repondent ni aux 
cellules DU145 qui n' expriment pas HLA-A*0201 ni aux cellules 
LNCaP qui n'' expriment pas EphA2 • 

La figure 3B montre que les cellules mCTL58 et 
mCTL550 repondent a la stimulation par les cellules HIEG, 
Caco-2, 1355 et SAOS qui expriment des quantit6s importantes 
d'EphA2, mais ne repondent pas aux cellules LNCaP qui 
n' expriment pas EphA2 • 

Les resultats des experimentations ci-dessus 
montrent que les CTL induites par p58 ou p550 reconnaissent 
des Epitopes apprStes naturellement de I'antigene EphA2. 



EXEMPI.E 4 : INDUCTION DE CTL HtJMAINS SefiClPIQUES DES PEPTIDES 
P58 OU P550. 

La capacity de p58 et p550 ^ induire des CTL in 
vitro a partir de cellules mononucleees du sang p§ripherique 
(PMBC) de donneurs sains a 6te testee coinnie suit. 

Les PBMC sont obtenues, k partir de prelevements 
sanguins par leucocytapherese sur des donneurs sains, apres 
centrifugation a 2000 rpm pendant 20 min sur gradient de 
Ficoll/Hypaque (AMERSHAM) . Aprds 3 lavages en NaCl 0,9%, 10^ 
PBMC sont resuspendues dans chacun des puits d' une plaque de 
culture ^ 6 puits, dans 3 mL de milieu complet (RPMI 1640 
supplemente avec 10% de s6rum humain AB inactive par la 
chaleur) , et incubees a 37 °C pendant 2 heures. Apr^s 
incubation, les cellules non-adherentes sont pr^lev§es et 
les cellules adherentes sont dif f 6renci6es en cellules- 
dendritiques par ajout dans chacun des puits de 3 rnL de 
milieu complet contenant 50 ng/mL de GM-CSF (R&D SYSTEMS) et 
1000 UI/mL d'IL-4 (R&D SYSTEMS). Apres 7 jours de culture 
les cellules dendritiques sont collectees et chargees avec le 
peptide p58 ou p550 par incubation pendant 4 heures a 20 °C 
avec 40 |Lig/mL de peptide en presence de 3 p.g/mL de P^- 
microglobuline,. puis irradi6es a 4200 rads ; elles sont 
ensuite lav§es pour 61iminer le peptide libre. Des cellules 
CD8+ sont isolees a partir des cellules non-adh6rentes a 
I'aide de microbilles coupl.6es ii un anticorps anti-CDB 

(MILTENYI BIOTEC) . 

0,5x10^ cellules CD8+ sont stimul^es par co- 
culture dans une plaque a 48 puits avec 2,5x10" cellules 
dendritiques chargees avec le peptide p58 ou p550, dans du 
milieu complet supplemente avec lOng/mL d' IL-7 dans un volume 
final de 500 |.il/puits. Le jour suivant la mise en culture, on 
ajoute dans chacun des puits 10 ng/mL d'IL-10 humaine (R&D 
SYSTEMS) ; le deuxi^me jour, on ajoute dans chacun des puits 
30 OI/mL d' IL-2 humaine. Le septi^rae et le quatorziSrae jour 
apr^s la premiere stimulation, les cellules CD8+ sont 
restimul^es avec les cellules adherentes chargees par 10 \xg/mL 
de peptide en presence de 3 |4,g/mL de p2-microglobuline et 
irradi^es. De l'IL-10 (10 ng/mL) et de l'IL-2 (30 UI/mL) sont 
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ajoutees respectivement 24 heures et 48 heures apr^s 
restimulation. Sept jours apr^s la seconde restimulation, la 
reponse de ces cellules ^ des cellules T2 chargees avec p58 ou 
p550 ou avec un peptide non-pertinent, ou a des cellules 
5 tumorales HLA-A*0201 Caco-2 (exprimant EphA2 et HLA-A*0201) , 
LNCaP (exprimant HLA-A*0201 et n' exprimant pas EphA2) , et 
DU145 (exprimant EphA2 et n' exprimant pas HLA-A*0201) est 
^valuee par dosage de la production d' IFNy intra-cellulaire . 

Les cellules hCTL58 ou hCTL550 sont incubees avec 

10 les cellules T2 chargees, ou avec les cellules de la lignee 
tumorale testee, en presence de 20 |.ig/mL de BREFELDINE-A 
(SIGMA) . Apr^s 6 heures, elles sont lav§es, marquees avec un 
anticorps anti-CD8 conjugue a la r-phycoerythrine (CALTAG 
LABORATORIES) dans du PBS pendant 25 min a 4*0, lav6es et 

15 fixees avec du paraformaldehyde a 4%. Elles sont ensuite 
permeabilisees par de la saponine (SIGMA) a 0,2% dans du PBS, 
et marquees avec un anticorps monoclonal anti-IFNy conjugue a 
I'allophycocyanine (PHARMINGEN) . 

Les cellules sont ensuite analys6es. en cytometrie 

20 de flux (FACSCalibur™ (BECTON DICKINSON) et logiciel 
CellQuest™) . 

Les r^sultats (exprim^s en nombre de cellules CD8+ 
productrices d'IFNypour 10^ cellules CD8+) sont illustres par 
les Figures 4A et 4B. 

25 La Figure 4A raontre que les CTLs humains obtenus a 

partir de cellules CD8+ stimulees respectivement par le 
peptide p58 (hCTLSS) ou le peptide p550 (hCTLSSO) sont actives 
par les cellules T2 chargees avec le peptide correspondant , et 
qu' on observe aucune activation par les cellules T2 chargees 

30 avec le peptide non-pertinent. 

La Figure 4B montre une r6ponse des CTLs hCTLSS et 
hCTL550 vis-a-vis de la lignee tumorale Caco-2 (EphA2*, HLA- 
A*0201*) , mais pas vis-^-vis des lignees LNCaP (EphA2~, HLA- 
A*0201*) et DU145 (EphA2*, HLA-A*0201") . 

35 Ces r6sultats d^montrent que les peptides p58 ou 

p550 induisent des CTLs humains capables de reconnaltre des 
cellules tumorales HLA-A*0201+ exprimant EphA2 . 
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REVENDICATIONS 

1) Peptide immunogene constituant ' un epitope T 
presente par le CMH I, caracterise en ce qu' il est const itu6 
par un fragment de 8 ^ 11 acides amines consecutifs de 

5 I'antigene EphA2 . 

2) Peptide immunogene selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu'il est choisi parmi : 

- le peptide de sequence IMNDMPIYM* ; 

- le peptide de sequence VLAGVGFFI. 

10 3) Polynucleotide codant pour un peptide selon 

une quelconque des revendications 1 ou 2. 

4) Composition comprenant au moins un peptide 
selon une quelconque des revendications 1 ou 2, ou un 
polynucleotide selon la revendication 3, 

15 5) Composition selon la revendication 4, 

caracterisee en ce qu'il s'agit d'une composition 
multiepitopique comprenant en outre un ou plusieurs a;utre(s) 
peptide (s) immunogene ( s) ou un ou plusieurs polynucleotide (s) 
codant pour le(s)dits peptide (s), 

20 6) Composition . selon la revendication 5, 

caracterise en ce qu'il s'agit d' un polypeptide chimerique 
comprenant au moins une copie d' un peptide selon une 
quelconque des revendications 1 ou 2 et au moins une copie 
d'^un autre peptide immunogene, ou d'un polynucleotide codant 

25 pour ledit polypeptide chim§rique* 

7) Utilisation d'un peptide selon une quelconque 
des revendications 1 ou 2, d'un polynucleotide selon la 
revendication 3, ou d'une composition selon une quelconque 
des revendications 4 a 6, pour I'obtention d' un medicament. 

30 8) Utilisation selon la revendication 1, 

caracterisee en ce que ledit medicament est destine a 
1' immunotherapie anti-tumorale . 

9) Utilisation selon la revendication 8, 
caracterisee en ce que ledit medicament est destine k 

35 1' immunotherapie de tumeurs exprimant I'antigene EphA2. 

10) Utilisation selon une quelconque des 
revendications 7^9, caracterisee en ce que ledit medicament 
est destine au traitement de patients HLA-A*0201- 
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<110> INSERM ( Inst i tut National de la Sante et de la Recherche m6dicale) 
IGR ( Inst i tut Gustave Roussy) 



<120> Epitopes T de I'antig^ne EphA2 

<130> MJPsts598/69FR 

<160> 2 

<170> Patentln version 3.1 
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<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 1 

lie Met Asn Asp Met Pro lie Tyr Met 
1 5 

<210> 2 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 



Val Leu Ala Gly Val Gly Phe Phe lie 
1 5 
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